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１．緒 言
クレゾールは高校化学でも異性体の例として挙げ
られているが、位置異性体間の融点、沸点などの違
いを示すだけである（スキーム 1）。
クレゾールにはオルト（o－）、メタ（m－）、パラ
（p－）の位置異性体が存在し、クレゾールの酸化体
であるヒドロキシベンジルアルコール、ヒドロキシ
ベンズアルデヒド、ヒドロキシ安息香酸および誘導
体も同様に位置異性体が存在する。
クレゾール類は消毒薬として知られているが、化
学薬品、農薬、工業薬品そして医薬品としても重要
な原料である。特にヒドロキシベンズアルデヒド類
は、抗気管支炎薬、最近では抗がん剤の中間体とし
て注目を集めている化合物である。これらの誘導体
は香料として知られるバニリン??、殺虫剤ピレスロ
イド??、抗ガン剤???、ビタミン??、生理活性物質??な
ど多くの食品添加物、染料、農業、医薬、化学薬品
の中間体として重要な化合物が多い?????。
高校化学教科書の有機化学の分野では、幾何異性
体を理解させるためにアルカン誘導体を例にして述
べており、上記の化合物は紹介の記載はない。文部
科学省の中高理科指導要領?????は種々の事柄の必要
性を示しているが、指導する現場では如何にして事
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スキーム１．クレゾールの異性体
柄を体験させるか工夫に追われており???、著者らも
学会誌、公開講座、易しい化学実験講習など機会あ
るたびに啓蒙している??????。
著者らは既報???でオルトとパラ異性体を中心に
した成果を報告しているが、その中で水素結合の重
要性を明らかにした。水素結合の違いは、オルト異
性体は分子内水素結合をつくり、パラ異性体は分子
間水素結合をつくる。オルト異性体は分子内で水素
結合をすることにより、キレート状態になる。この
ため、オルト異性体はパラ異性体よりも極めて揮発
性が大きくなるので昇華による分離ができる。オル
ト異性体では、酸のアニオンが水素結合により安定
化するため、カルボン酸のような酸の解離がしやす
くなったり、パラ異性体では、分子間水素結合をし
ているので、分子量が増大したり、水に対する溶解
度が増大したりする。一方、メタ異性体はオルト異
性体とパラ異性体の中間に位置し、二量体のような
折重なった構造をとったり、シス・トランス異性体
を作ったりしているため、オルト異性体とパラ異性
体の性質を合わせ持つと考えられる。
本研究は、クレゾール誘導体であるm－ヒドロキ
シベンズアルデヒド、m－ヒドロキシベンジルアル
コール、m－ヒドロキシ安息香酸の高速液体クロマ
トグラフィ（HPLC）での解析を目的としたものであ
る。メタ異性体がオルト・パラ異性体とどのような
違いがあるのかを、HPLCや紫外可視分光光度計を
用いてその特徴を明らかにした。その誘導体間だけ
でなくオルト、メタ、パラ間の違いについてなぜ位
置が違うだけでこのような違いが生じるのかを考え
る材料をつくる。さらに、高速液体クロマトグラ
フィ （ーHPLC）を用いて移動相や溶解溶媒、波長を
変えながら精度の高い測定を行い、それぞれのデー
タの相違点を検討した。
２．実 験
２．１ 試 薬
o－クレゾール、m－クレゾール、p－クレゾール、
2－ヒドロキシベンズアルデヒド（o-HBD）、3－ヒド
ロキシベンズアルデヒド（m-HBD）、4－ヒドロキシ
ベンズアルデヒド（p-HBD）、2－ヒドロキシ安息香
酸（o-HBZ）、3－ヒドロキシ安息香酸（m-HBZ）、
4－ヒドロキシ安息香酸（p-HBZ）、2－ヒドロキシベ
ンジルアルコール（o-HBL）、3－ヒドロキシベンジ
ルアルコール（m-HBL）、4－ヒドロキシベンジルア
ルコール（p-HBL）は市販品または合成品を用いた。
また、高速液体クロマトグラフィ （ーHPLC）の洗浄
には、市販のメタノールを用いた。試料の溶解溶媒
には、市販のアセトニトリル、HPLCの移動相には
同じくアセトニトリル、蒸留水およびリン酸を用い
た。また、移動相や溶解溶媒に加えた溶媒として、
メタノール、エタノール、1－プロパノール、2－プ
ロパノール、1－ブタノールなどを使用した。
２．２ 試料注入
HPLCに試料を注入する際には、HAMILTONの
25μlマイクロシリンジを用いた。
２．３ 装 置
電子天秤は、ザルトリウスの CP225Dを用いた。
高速液体クロマトグラフィーは、島津製作所のクロ
マトパック C-R6A、紫外―可視分光光度計検出器
SPD-6AVおよび送液ユニット LC-9Aを使用し
た。移動相の脱気には超音波洗浄器 yamatoBRAN-
SON 5200を用いた。
２．３．１ 紫外可視分光光度計（UV Vis）
光源としては、170nm～400nmの紫外部は重水素
放電管（D?ランプ）を、350nm～3000nmの可視部に
はタングステンランプや明るいハロゲンランプを用
いた、測定に使用する試料の溶解溶媒は吸収の少な
いアセトニトリルを主に用いた。紫外可視分光光度
計ではスペクトルとして吸光度が得られるので、こ
れを利用して定量する吸光光度法で行った。
Lambert-Beerの法則から下記の関係式が得られる。
A＝ε・c・ℓ
Aは吸光度であり、光路ℓを 1 cm、濃度 1 mol/L溶
液に換算したときの吸光度をモル吸光係数εで表
した。通常は、標準品について濃度既知の溶液を幾
つか調整し、それぞれの吸光度を測定し、濃度と吸
光度との関係をプロットして検量線を作成する。そ
して、未知試料溶液について同操作により測定した
吸光度から試料溶液中の分析成分の量を求めた。
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２．３．２ 高速液体クロマトグラフィ（HPLC）
クロマトグラフィは、互いに混合しない 2種類の
相、すなわち固定相と移動相から構成されている。
試料中の各成分が化学的または物理的な相互作用に
よってこの 2種類の相に異なる割合で分布される
と、成分ごとの移動速度に差が生じて分離されるよ
うになる。この原理に基づく分析方法をクロマトグ
ラフィといい、この目的に使用する装置をクロマト
グラフ、分離の様相を記録した図をクロマトグラム
という。
固定相に極性の高い液体を用い、移動相に極性の
低い液体を使う場合を順相クロマトグラフィと称し
ているが、反対に固定相の極性が移動相より低いも
のを逆相クロマトグラフィという。逆相クロマトグ
ラフィの固定相として多孔性シリカゲル表面のシラ
ノール基が用いられ、移動相には水または緩衝液、
メタノール、アセトニトリルを用いることが多い。
この方法は弱～中程度の極性をもつ成分の分離に利
用され、極性の高い成分は早く溶出され、極性の低
い成分は溶出が遅い。
３．結果と考察
m－クレゾールから酸化反応によって得られる酸
化最終生成物までをHPLCによって定量するため
の最適条件を見つける試みを行った。化合物は利便
性のため、メタ－クレゾール（m-C）、ヒドロキシベ
ンジルアルコール（HBL）、ヒドロキシベンズアルデ
ヒド（HBD）、ヒドロキシ安息香酸（HBZ）の略号を
与えて論文中に記述した（スキーム 2）。
３．１ 吸光度の測定
定量する際の最適な波長を決定するため、紫外可
視分光光度計で吸光度を測定し、波長を決定するに
は以下のことを考えるた。
① 溶媒の影響を受けないこと
② 極大波長を選ぶ
①については溶媒の限界波長を避けなければなら
ない。そのために溶媒であるアセトニトリル（AN）
の吸光度を測定した。アセトニトリルは極大波長
226nmで、0.083の吸光度をもつ。完全に吸収がなく
なるのは 247nmであるので、これより長波長で測定
することが望ましい。アセトニトリルは極大波長で
も吸収が小さいので、大きな吸収を持つ化合物の測
定にはどの波長でも実質的に誤差範囲で測定可能で
ある。
②については極大波長を選ぶことで、誤差を少な
くすることができる。極大波長では、勾配が小さい
ため 1 nmあたりのモル吸光係数の誤差が小さくな
る。
図 1はクレゾールとその酸化体の紫外線吸収を示
したものである。m-HBDの場合、勾配の大きな
257nm～267nm付近では、1 nmの誤差でε＝700も
変化してしまう。今回使用しHPLCの紫外可視検出
器は、誤差が± 1 nmであるため勾配の小さいとこ
ろを選択するのは有効である。また、吸光度を測定
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スキーム２．メタ―体の化合物
Ar:フェニル基
図１．メタ―体化合物の紫外線吸収
溶解溶媒 :アセトニトリル
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する際は適当な濃度の溶液をつくる必要がある。吸
光度は濃度に比例するという Beerの法則を確認す
る。m-HBDのλmax:252nm既知濃度について吸
光度を測定した結果、0.5mg以下では Beerの法則が
成立しているが、それ以上では成立していない。よっ
て、この装置では 0.5mg以下で測定を行った。
これらを総合して、測定波長は 231nmに決定し
た。231nmでは、m-HBDのモル吸光係数がショル
ダーになっているため勾配が緩やかであり、なおか
つm-cresolのモル吸光係数も大きい。
図 2はm－CとHBDをHPLCで測定した採取
重量とクロマトグラム面積の関係を示したものであ
る。
移動相の割合を変えてHPLC測定を行ったとこ
ろ、m-HBD、m-cresolともに直線性を得ることがで
きた。移動相の割合をアセトニトリル（AN）/水/リ
ン酸で 100/400/0.3、150/350/0.3、200/300/0.3で
行ったところ、クレゾールでは傾きと位置が全て一
致して移動相の変化に依存しないことが判った。
HBDではANが多いと傾きがわずかに低くなり、
10mgの位置で約 2％変化したが直線性は保たれて
いた。
メタ体は o－と p－の中間に位置すると考えれば
両者より水素結合の影響を受け難い事がクレゾール
の場合に理解できる。m-HBDではアルデヒド基の
影響により傾き約 2％のシフトがわずかに現れてい
ると推察できる。
図 3は移動相がアセトニトリル/水/燐酸＝150/
350/0.3の割合で測定したHPLCクロマトグラムで
あり、保持時間（retention time）とピークの高さ
（Height）を示している。高さのピーク半値幅から面
積を記録計から自動算出して定量に利用できる。
m-cresol、m-HBDでは、移動相の組成の変化によ
る直線性の影響はみられなかった。しかし、異性体
である o-cresol、o-HBD、p-HBDでは、移動相の組
成の変化による影響がみられた。オルトについては、
移動相の組成の割合で保持時間の順序が変化した。
移動相のアセトニトリルの割合が低いときは、メ
タやパラと同じように o-HBDが先に溶出されてい
る。しかし、アセトニトリルの割合が高くなるにつ
れて、o-cresolのほうが早く溶出されている。o-cre-
solの保持時間（retention time）はメタやパラとほぼ
同じであるが、アセトニトリルの割合が低くなると、
すなわち水の割合が増えると o-HBDがメタやパラ
に比べてはるかに保持時間が遅くなっている。これ
には、分子内水素結合が関係していると考えられる。
図２．m-Cとm-HBDの検量線
移動相 :AN/水/リン酸＝150/350/0.3ml
○ :m-HBD、● :m-C
図３．m―体化合物のHPLC測定
移動相 :AN/水/リン酸＝150/350/0.5ml
スキーム３．オルト体の分子内水素結合
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水素結合により水素原子が電気陰性度の大きい原
子と結合しているときには第二の陰性原子に対して
親和力をもっていて、この引力が分子の性質に大き
な影響を及ぼす。この水素結合は、分子間でも起こ
るが、オルトのように基が隣接していると分子内で
も起こる。分子間の水素結合は会合であり、分子内
の水素結合はキレートの一種とされている。キレー
トの一種とされている所以は、分子内水素結合の様
子をみるとわかる。
この分子内水素結合でOH基がキレート化によ
り束縛されたため、水との会合ができなくなる。水
との会合が水への溶解度に関係しているので、水へ
の溶解度はOH基を持たないものに近くなり、あま
り溶けなくなる。その結果、移動相に水が多くなる
につれて移動相に溶けにくくなり、保持時間が遅く
なる。メタやパラでは分子内水素結合がないので、
水との会合が起きるため影響を受けないのである。
また、cresolに関して、保持時間にオルト、メタ、パ
ラ間で差が見られなかったのは、クレゾールにはア
ルキル基がついているだけなので、OH基と分子内
水素結合をするような基がないためである。
原因のひとつとして、溶液中で会合していること
により物質の性質が変化するためであると考えられ
る。濃度が高くなると、溶質分子間の距離が近づき、
会合しやすくなる。そして、分子間で会合し二量体
などの多量体をとることによって、さらに共役が長
くなっていく（スキーム 4）。
共役が長くなると深色効果、濃色効果が起こるた
め、エネルギーが長波長側に遷移していく。このた
めに、電子遷移に必要なエネルギーが小さくなり、
それによって吸光度も小さくなるので検量線のピー
ク面積が減少すると考えられる。
他の原因としては、モル吸光係数の高さが考えら
れる。メタ、パラともにモル吸光係数 5000以上では、
直線性を失っている。p-HBDの測定波長である
280nmでは、モル吸光係数が 18000になっており、
m-HBDの測定波長である 231nmでのモル吸光係
数 3000の 6倍にもなっている。
この結果から、モル吸光係数の大きなところ、す
なわち、吸収が大きいところほど検量線の直線性が
失われることがわかった。また、p-HBDもモル吸光
係数 2000では直線性が得られるということから、パ
ラ特有のものではない。
広範囲の定量を望むのであれば、モル吸光係数が
3000以下の波長を用いてHPLCを測定することで
解決される。また、注入量を減らすことによっても
吸光度を減らす効果がある。しかし、吸収が低いと
ころでの測定ほど、注入量や溶液の調整などの誤差
が大きく影響してくる。
フェノールでは、n－電子をもつ－OH基の酸素原
子がベンゼンに共役するために、深色移動、濃色効
果を起す。この傾向は二置換ベンゼンに著しく、メ
タも例外ではない。特に電子供与体と電子吸引体の
組み合わせの場合には、相乗的に働き著しい変化を
もたらす。すなわち、p－ニトロアニリンのような場
合に最も長波長側に吸収が現れることになる。電子
供与性、電子吸引性の順は次に示す。
電子供与体
CH?＜ Cl＜ Br＜OH＜OCH?＜NH?＜
O－＜N(CH?)?
電子吸引体
NO?＞ CHO＞ COCH?＞ COOH＞
CN＝ CO??＞＋NH?
クレゾールの吸収はフェノールの吸収と変わらな
い。これは、アルキル基もヒドロキシル基も電子供
与体であるため、同じ性質のときは強いほうの影響
を受けるからである。クレゾールの場合は、ヒドロ
キシル基のほうが電子供与性が大きいので、フェ
ノールと同じような吸収を示すのである。HBDや
HBZという不飽和結合をもつ物質では、パラ異性体
が特異的な吸収を示している。これは、パラ異性体
スキーム４．メタ―体の水素結合
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の構造によるものである。二置換体では、パラ異性
体の場合、K吸収帯が顕著な影響を受け、深色移動
と吸光度の増大がおこるためとされている。この原
因として、K吸収帯はπ→π?遷移からきているの
で、共役が長くなるほどπ電子はますます非局在化
するようになり、π－π?遷移に要するエネルギーが
小さくなるということがあげられる。エネルギーが
小さくてすむので、吸収波長は長波長側に移動して
いく。p-HBD、p-HBZではK吸収帯の吸収が大き
すぎて、B吸収帯が隠れてしまっていることがわか
る。一方オルト異性体では、B吸収帯が影響を受け
る。メタ異性体では、2つ以上の発色団をもっても共
役していないので相互作用は起こらず、それぞれ
C＝C、C＝O、C＝N、N＝N、NO?、NOなどの発色
団のみをもつ分子と同じ波長位置に吸収を示す。ま
た、オルトとメタ異性体はほぼ同じような吸収を示
している。ただ、オルト異性体は常にメタ異性体よ
りも深色移動している。これは、オルト異性体はメ
タ異性体に比べて、励起状態のときに共役をつくる
ことができπ電子が非局在化されるために、長波長
側へ移動するからであると考えられる。
Table 1は紫外スペクトル〔図 1〕から最適な測定
波長である231nmに波長を設定し、m-HBZ, m-
HBLを加えて、HPLCの測定を行った結果である。
m-HBLのピークは溶媒のピークと重なってしま
い、分離解析が困難であった。
Table 2はm-HBLのピークと溶媒ピークを分離
させるため、移動相（mobile phase）の組成を変える
試みを行った結果である。移動相のアセトニトリル
の割合が減るに従い、溶媒ピークとm-HBLのピー
クが分離する傾向が見られた。しかし、完全には分
離せず、保持時間も 30分と長くかかってしまうた
め、移動相との相互作用を変化させ、移動相にアル
コール類 5％加えて測定した。
アルコール類を移動相に加えて、溶出力を変化さ
せることによりm-HBLのピークと溶媒ピークを分
離することは試みたが、メタノール、エタノールで
はm-HBLと溶媒ピークが重なってしまった。
プロパノールやブタノールでは、m-HBLのピー
クが、溶媒ピークの間に入ってしまったため、プロ
パノールでは、m-HBLのピークが先割れしてしま
い、ブタノールでは、m-HBLの後に溶媒ピークが出
ている。また、アルコールを加えることで、アセト
ニトリルのみよりは時間を短縮することができた。
この傾向はアルキル基の炭素数が多いほうが顕著に
現れた。これは、アルキル基が多いほど疎水性が高
まるので、固定相であるODSと親和しやすくなる。
そのため、試料よりもアルコールが固定相と親和し
ているので、早く溶出するのである。
Table 3は移動相に加えるリン酸の割合を変化さ
せたときの保持時間の変化を示したものである。
リン酸の割合によって、m-HBZとm-HBDで検
出時間に変化がみられた。リン酸が 0.003mlのとき、
m-HBZとm-HBLのピークが 1本になった。
Table 1.Effect by the ratio of mobile phase.
Mobile phase  Retention times
 
ml  minites
 
AN  water  HBL  HBZ  HBD  m-C
 
150  350  3.2  4  5.8  12.9
 
125  375  3.2  5.1  7.5  18
 
100  400  4.1  6.6  12.5  28
 
Phosphoric acid 0.3ml in mobile phase.
Table 2.Effect of alcohol solvents.
Retention time(min)
Alcohol  HBL  HBZ  HBD  m-C
 
MeOH  4.2  6.3  8.6  22.5
 
EtOH  3.4  5.8  7.7  20.6
 
PrOH  3.5  5.4  6.8  17.8
 
BuOH  3.3  4.8  5.3  12.9
 
AN/alcohol/water/H?PO?＝100/25/375/0.3
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オルト、パラ異性体においてもリン酸の量に対す
るこれは、リン酸のほうが固定相との親和が強かっ
たためにm-HBZの親和が抑制されていたが、リン
酸の量が少なくなったことにより、m-HBZが固定
相と親和できるようになったためであると考えられ
る。試料の検出に変化がみられた。移動相にリン酸
を加えなかった場合について述べる。オルト異性体
では、o-HBZのピークが検出されなかった。パラ異
性体では、p-HBZの濃度によってピークの検出時間
に変化が現れた。試料の濃度が高いほど早く検出さ
れ、濃度が低いほど遅く検出された。まず、オルト
についてだが、解離定数に関係があると考えられる
（スキーム 5）。
o-HBZは分子内水素結合をしており酸のアニオ
ンが安定化されるため、酸の解離が著しく増す。
HBZの解離定数は、o-HBZで 105×10?に対して、
m-HBZは 8.3×10?、p-HBZは 2.9×10?である。
o-HBZ以外は、リン酸が無くても全てイオンになっ
てしまうわけではないが、o-HBZはイオン化されて
しまう。逆に考えると分子内水素結合により水酸基
がある程度保護されている結果でもある?????。
紫外可視検出器ではイオン化されたものを検出で
きないために、o-HBZはピークとして現れなかった
と考えられる。そして、リン酸を加えなかったとき
に、p-HBZの濃度によってピークの保持時間が変化
したのは、会合によるためであると考えられる。濃
度が高くなると分子同士の距離が近づくので、
p-HBZが会合するようになり安定化することで、酸
が解離しやすくなるため、先に溶出するようになる。
これは p-HBDが極性をもつカルバアルデヒド基と
水酸基を保有するために二量体???になり、アセトニ
トリルが多くなるとさらに結合が強くなって二量体
の架橋構造?????が可能になると考えられる。
リン酸はイオン化を防ぐためのイオン化抑制剤と
して働いている。また、リン酸が無いと濃度によっ
てイオン性化合物は検出時間が変わってしまうの
で、解離しないように十分に加えておくべきである。
移動相にアルコールを加えただけでは分離を得る
ことができなかったため、溶解溶媒にアルコールを
使用してm-HBLのピークと溶媒ピークの分離を目
指した。溶解溶媒は、アルコール 100％で溶解した。
m-HBLのみを溶解溶媒で溶かし、HPLCで保持時
間を測定した。溶解溶媒には、メタノール、エタノー
ル、プロパノールを使用した。ブタノールは、移動
相にアルコールを加えたときに溶媒ピークが 4分ぐ
らいまで検出されるため排除した。アセトニトリル
のみで溶解したときに比べて、メタノール、エタノー
ルではピークがシャープになり、m-HBLのピーク
と溶媒ピークとの分離ができた。プロパノールでも
分離ができているようにみえるが、m-HBLのピー
クが検出された後にも溶媒ピークが検出された。
m-HBLは溶媒ピークの間に入ってしまっている。
よって、メタノールあるいはエタノールを溶解溶媒
に使用することによって、m-HBLと溶媒ピークを
分離することができ、HPLCによる定量が可能と
なった。
ピークがシャープになった理由として、溶出力が
考えられる。移動相にアルコールを加えたときは、
Table 3.Retention times (min) by the addition
(ml) of phosphoric acid in mobile
 
phase.
H?PO? HBL  HBZ  HBD  m-C
 
0.3  3.11  4.05  5.79  125
 
0.03  3.21  4.21  6.04  13.1
 
0.05  3.23  4.51  6.35  13.8
 
0.003  3.17  5.88  12.5
 
0.0003  3.16  5.86  8.42  12.5
 
0  3.22  6.24  9.99  13.5
 
Mobile phase:AN/Water＝150/350ml
スキーム５．分子内水素結合による解離
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溶解溶媒であるアセトニトリルよりも溶出力の小さ
かったメタノール、エタノールを移動相に加えても
m-HBLと溶媒ピークを分離することができなかっ
たが、溶解溶媒として使用する際には、移動相より
も溶出力の小さい溶媒を使うことは有効である。こ
れは、移動相より溶出力の弱い、つまり固定相への
保持が強い溶媒を使用することにより、試料を注入
したときに、カラムの入り口で濃縮が起こるため、
バンドとしての広がりが少なく、点注入のような効
果が得られる。逆に保持が弱い溶媒を使用した場合、
カラムに入れると溶媒側に保持されたもの、移動相
側に保持されたものがそれぞれ、だらだらと溶出す
ることになり、バンドも広がるために、ピークが広
がり分離が得られないのである。
また、アセトニトリル 100％の溶解溶媒のときに
見られていたm-HBLのテーリングも解消されてい
た。テーリングが起こっていた理由として、アセト
ニトリルには溶けやすく、水に溶けにくいもので
あった可能性がある。アセトニトリル 100％には溶
けるが、水の割合が多い移動相の中に注入されると
少しずつ析出してしまい、ピークがテーリングして
しまったことが考えられる。メタノールで解消され
たのは、メタノールのほうがm-HBLよりも固定相
との親和性が大きいので、m-HBLが親和できない
ために、早く溶出したことも考えられる。
４．結 論
m－クレゾールと（m-cresol）m－ヒドロキシベン
ズアルデヒド（m-HBD）を紫外可視分光光度計を用
いて吸光度を測定し、HPLCで定量する際に最適と
なる波長 231nmを決定した。決定した波長でHPLC
測定を行い、移動相の組成による直線性の影響は、
メタ異性体では移動相の組成による変化は見られな
かった。オルトでは、移動相の割合によって、o-cre-
solと o-HBDの溶出順序に逆転がみられた。パラで
は、p-HBDの検量線において直線性が見られず、濃
度が高くなるにつれて勾配が小さくなった。
m－ヒドロキシ安息香酸（m-HBZ）、m－ヒドロキ
シベンジルアルコール（m-HBL）、m-cresol、m-HBD
の測定に対する最適な波長は、m-HBZとm-HBL
の吸収も高いため、前回決定した 231nmに決定し
た。
オルトとメタの波長には相違はあまり見られな
かったが、パラではHBDとHBZで吸光度に顕著な
相違が見られた。吸収帯はオルトで常にメタよりも
長波長移動していた。メタは励起状態になっても共
役することができないために、発色団の効果がその
まま反映されるだけであった。
m-HBLと溶媒ピークが重なるので、移動相にア
ルコールを加えたが分離することができなかった。
それで溶解溶媒にアルコールを使用すると、ピーク
の形状がシャープになり、テーリングも解消するこ
とができた。溶媒ピークに近い時間で検出された物
質に対しては、移動相で使用している溶媒よりも溶
出力の小さい溶媒を使用することは効果的であり、
ピーク全体がシャープになるためかなり有効である
ということが示された。位置異性体であるオルト－、
メタ－、パラ－体は結合順序の違いだけで多くの相
違点をもっていることを示すことができた。
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